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TP53 癌抑制遺伝子の機能を抑制する癌遺伝子、MDM2 と MDM4 の野生型 TP53 腫瘍における発現パター
ンと、それぞれを抑制することによって MDM2および MDM4が治療標的になりうるか否かを明らかにする。 
 (対象と方法) 
small interfering (si) RNAの配列選択：siDIRECT software (Nucleic Acids Research. 2004; 32: 
W124-W129.)を用いて knock-down効果が強くオフターゲット効果の少ない配列を設計した。 
double-stranded RNA-DNA chimera (dsRDC)の作成：ガイド鎖のシード領域を DNA 置換することで熱力
学的安定性を低下させ off-target効果を弱めることができる。本研究ではガイド鎖の 5’末端から 6塩
基とパッセンジャー鎖の相補的配列を DNA置換した。 
標的細胞：野生型 TP53腫瘍培養細胞 11株（SJSA-1、HepG2、HuH-6、C32TG、MCF-7、A375、SNU-1、HCT116、
NUGC-4、LoVo、A549）、変異型 TP53腫瘍培養細胞 4株（KATOIII、NUGC-3、DLD-1）。 
評価方法：MDM2、MDM4、p53、p21 蛋白発現をウエスタンブロット法で、MDM2 および MDM4 mRNA 発現は
qRT-PCR法で、相対的生細胞数は WST-8法によって解析した。 
 (結果) 





10種類以上の MDM2 siRNA（siMDM2）と MDM4 siRNA（siMDM4）を設計合成し、knock-down活性をウエ
スタンブロット法とqRT-PCR法で解析した。これらのsiRNAの中でknock-down効果の高いものからdsRDC
修飾体を作製し、knock-down活性が高く、且つ非特異的細胞毒性の低い dsRDCをそれぞれ 2種類ずつ選
択した。MDM2 と MDM4 に対する dsRDC として chiMDM2-1068 と chiMDM2-1489 および chiMDM4-452 と
chiMDM4-1036を選んだ。 
これらの dsRDCを用いて各種癌細胞株における p53と p21の発現および細胞増殖に及ぼす効果を検討












は MDM2/MDM4を同時に knock-downすると、それぞれを単独で knock-downした時に比べて極めて高い発
現レベルの増加が見られた。一方、MDM4低発現細胞株（SJSA-1、C32TG）では単独と同時 knock-downと
の間で p53および p21の発現に差はなかった。 
 (考察) 
これまでに MDM2と MDM4が野生型 TP53腫瘍の TP53再活性化治療の標的となり得ることは知られてい




生型 TP53の制御にどのような役割を果たしているかを検討すると、MDM4高発現細胞株では MDM2と MDM4 
knock-down のいずれも TP53 を活性化し、それぞれ TP53 不活性化に関与しているが、MDM4 低発現細胞
株では MDM2 knock-downのみ TP53を活性化し、MDM2のみが TP53不活性化に重要であることが明らかと
なった。 
 MDM4高発現細胞では、MDM2/MDM4同時 knock-downによって相乗的な TP53活性化と増殖抑制効果をも
たらし、MDM4低発現細胞ではこのような相乗効果は見られなかった。これらの事実は、MDM4高発現細
胞では、MDM2-MDM4が協調して TP53不活化に関与し、MDM4低発現細胞では、MDM2単独で TP53を不活化
していることを示唆している。MDM4は MDM2とヘテロダイマーを形成することで MDM2の p53ユビキチン
化能を増強することが報告されている。MDM4高発現細胞では、MDM2と MDM4がともに p53の発現調節に
関わっていると推定される。また、MDM2は p53によって転写活性され、ネガティブフィードバックルー












いることが知られている。本研究ではこのような p53野生型の悪性腫瘍に注目し、 MDM2あるいは MDM4
の発現を抑制する double-stranded RNA-DNA chimera (dsRDC)によって P53 を再活性化させる治療戦略
について検討したものである。多数の細胞株を用いて MDM2と MDM4の発現が相互に異なることを見出し、
MDM2と MDM4 の発現パターン毎に dsRDC によるそれぞれの抑制による細胞増殖への効果が異なる、とい
う結論を導いた。この成果は、p53 野生型の悪性腫瘍の治療法開発に寄与する可能性があり、さらなる発
展が期待される研究である。 
平成 27年 1月 5日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもと論文について説明を求
め、関連事項について質疑応答を行い、最終試験を行った。その結果、審査委員全員が合格と判定した。 
よって、著者は博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと認める。 
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